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Abstrae!
The metamorphic changes of Solea senegalensis vtwe studied in larvae reared at 20°C. from halchmg to the juvemle stage, under control
conditions, and ¡n larvae exposed to 3-Metyl Cholantrene (3-MC) (50 ug/L). Morphometric changes in head were detectad between 10-
13 days in exposed individuáis, in which ocular migration doesn't occur. Instead of that. fish sowed bilateral symmetry, which changed
to an ¡ncomplete eye migration when fish were placed in freshly contaminant-free water. Ocular migration was not complete in depurated
fish, showing a cranial malformation consísted on a cranial protuberance on the ocular región and an ¡ncomplete eye migration.
Malformations on the caudal región consisted on modified neural and haemal spines and fusions of epural. hypurals and paraypurals.
were also Irequent in exposed fish. Since eye migration ¡s a process in which asymmetrical growth of head bone structures is present,
any factor that disrupt normal bone development, can cause head and/or body malformations. In this work we studied the effect of a
polycyclic aromatic hydrocarbon, 3-MC, known to exert an effect on skeletal modelling and bone formation through an Aryl hydrocarbon
Receptor (AhR) pathway, on Solea senegalensis individuáis.
Justificación
En peces planos, el proceso de migración ocular en larvas con simetría bilateral comienza con un creci-
miento asimétrico de la parte dorsomedial del etmoides junto con el de los huesos frontales del neurocrá-
neo, inicialmente localizadas en posición simétrica entre los ojos. Et movimiento de estas estructuras en
la dirección ocular futura ejerce un estiramiento de los fibroblastos del tejido conectivo adyacente locali-
zado entre las estructuras móviles y el ojo empieza a migrar. Debido a que la migración ocular comienza
en peces planos con el remodelado de los huesos del cráneo, cualquier alteración de este remodelado ini-
cial afecta al proceso de migración ocular y la adquisición de la vida bentónica de lenguado senegalés (Sae-
le etal.. 2006). En vertebrados es conocido el efecto del 17 p-estradiol cuyo incremento modula la expre-
sión de genes relacionados con el metabolismo óseo (Naruse et al., 2002). Además, los esferoides
desencadenan la calcificación vascular in vitro, pudiendo ser también un importante factor in vivo (Sinha
etal., 2009). Los estrógenos también actúan potenciando el fenotipo osteoblástico de líneas celulares de-
rivadas de músculo liso (Sinha etal., 2009). Por otro lado, existe un número elevado de compuestos quí-
micos que se denominan xenoestrógenos y que pueden realizar una actividad similar a los estrógenos na-
turales a través de su interacción con el receptor de Aril hidrocarburos (AhR). En este trabajo se estudió el
efecto del hidrocarburo aromático policíclico, 3-Metilcolantreno (3-MC), como compuesto xenoestrogéni-
co modelo, en el proceso de migración ocular y desarrollo del esqueleto.
Material y Métodos
Los huevos de lenguado fueron obtenidos de ejemplares salvajes mantenidos en las instalaciones del IFA-
PA-El Toruno procedentes de puestas naturales. Una vez eclosionadas las larvas fueron transferidas a tan-
ques cilindricos de 16 litros y se dividieron en grupo control y expuesto a 3-MC (50 u.g/L), realizándose el
experimento por triplicado (3 grupos control + 3 grupos expuestos). La densidad en cada cilindro fue de
60 larvas por litro. Las larvas fueron mantenidas a 20°C, la salinidad osciló entre 32-38%o y el oxígeno en-
tre el 85-100% de saturación. Las larvas fueron inicialmente alimentadas con rotífero y posteriormente
con nauplios de Artemia hasta el final del experimento (36 días). Las larvas fueron contaminadas con el
Metilcolantreno desde los 2 dpe y se mantuvieron en circuito cerrado realizando renovaciones parciales de
agua cada 24 horas adicionándose en contaminante en proporción adecuada. Se tomaron muestras dia-
riamente a partir del día 9 de experimento las cuales fueron conservadas en formol tamponado al 4% (pH
7,2,0,1 M) para su posterior análisis. A partir de los 13 dpe, cada cilindro del lote de larvas contaminadas
con 3-Metilcolantreno fue desdoblado en dos emplazando la mitad de las larvas en cada uno de los con-
tenedores. En eso momento un subgrupo prosiguió su exposición a 3-MC y el otro fue mantenido en agua
totalmente limpia para determinar una posible recuperación tras la depuración. Se tomaron muestras a los
7,11 y 16 días después de la depuración, las cuates fueron convenientemente fijadas en formol tampona-
do para su posterior análisis.
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Para identificar y cuantificar las deformaciones esqueléticas en larvas del grupo control y expuesto, se
maestrearon unas 30 larvas de cada uno de los puntos de muestreo las cuales fueron procesadas para la
doble tinción de Azul Alcián Rojo Alizarina (AA/AR) (Klymkowsky and Hanken, 1991)
Resultados y Discusión
Tras el examen macroscópico, las larvas del grupo control mostraron una migración ocular normal, de
acuerdo con lo descrito por Fernández-Díaz etal. (2001), mientras que las del grupo expuesto a 3-MC mos-
traron a los 22 dpe simetría bilateral ocular, aunque adquirieron hábitos bentónicos y la forma general de
la porción-tronco caudal se asemejaba a la de los ejemplares control. Sin embargo, los ejemplares de 22
dpe mantenidos en depuración (sin contaminante) mostraron a partir de los 7 días el comienzo de la mi-
gración ocular, la cual no fue completa como se observa en ejemplares de 33 dpe los cuales estuvieron en
depuración durante 16 días. En este trabajo se apunta un efecto pseudo-reversible del 3-MC en el creci-
miento de dos huesos del neurocráneo, el etmoides y los huesos frontales, los cuales son los candidatos
como iniciadores de este proceso de migración ocular Estudios posteriores deben ser realizados para de-
terminar los efectos de la exposición al 3-MC en la expresión de genes y receptores nucleares relaciona-
dos con el proceso de migración ocular en peces planos.
Numerosas alteraciones fueron detectadas también en la porción tronco-caudal en ejemplares expuestos,
sobre todo en la zona caudal, la cual se forma por osificación endocondral (paso de cartílago a hueso pro-
movido por osteoblastos). Como el estradiol ha sido propuesto como inductor del fenotipo osteoblástico,
alteraciones en este proceso producidas por un compuesto xenoestrogénico como el 3-MC pueden ser cau-
santes de tales patologías.
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